



































































1 -1. トランスフェリンの取り込みとノコダゾールの彫響 p50 -53 
1 -2. 蛍光穣議トランスフェリンの細胞内分布 p53 -56 
1-3. HRP標識トランスフェリンをふくむエンドソーム p57-58 
の形態と細胞内分布(電子顕微鋭観察)



















1. FL細胞でのエンドサイトーシスとリサイクリンク p76 -77 
2. ノコダゾール処理した FL細胞でのトランスフェリンのエンドサイト
ーシスとリサイクリンク.
2 -1. トランスフェリンの取り込みとエンドソームの形成、 p79-81 
形態変化に対するノコダゾールの効果
2 -2. トラ ンスフェリンの輸送におよぼすノコダゾールの p81---83 
彫響






2 -4. ノコダゾール処理細胞でのリガンドの選別 p84-85 



















CURL Co.partlent of uncoupling of receptor and ligand 
OAB 3，3'-Oialinobenzidine 
ER Endoplas;ic reticulum 
" GS Goat serulI n 
r、
GTP Guanosine 5'-triphosphate 
HBSS Hanks' balanced salt solution 
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperadine-N'ー 2-ethansulfonicacid 
HRP Horseradish peroxidase 
HEH Eagles' minimu回 essentiallIedium 
MVB Multivesicular body 
OPO o-Phenylenediaoine 
OVA Ovalbumin 
PBS Phosphate buffered saline 
PIPES Piperadine-N-N'骨 bis(2-ethanosulfonicacid) 
SC Secretory component 
TGN trans-Golgi network 
TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
TRITC Tetramethylrhodamine isothiocyanate 










内輸送の二機構についての概略を紹介する。次に、 ( 2 )で、我々の研究対象で
ある膜小胞によるタンパク質輸送のー形態、受容体媒介エンドサイトーシス、の

































るリソゾームに運ばれ分解され、あるいは形質膜 に再び戻される(図 1b )。こ
の場合、タンパク質の細胞内での移行は、取り込みの形懸からあきらかなように、
専ら膜小胞輪送の機構をとる。






















(図 11 egend続き )
aのタンパク質鮪送では、鮪送されるタンパク買は細胞質の遊雌リボソーム(
FR)で合成され、小胞体(E R )、ミトコンドリア (M)、葉緑体(c )、ベ
















[ 1 ]遊雌 リボソームで合成されたタンパク 貨が、細胞質中を標的器官へと鮪
送される場合。小胞体、 ミトコンドリア、葉緑体、ペルオキシゾームや核内への
タンパク貨の移行がこれにあたる(図 1a )。これらの験器官に移行するタ ンパ
ク貨は、その一次構造上に標的器官への移行のための指向配列が組み込まれてい





























































3 2 k Dタンパク 質
( 5、 6) 
30kDタンパク質
3 5 k Dタンパク 質
( 8 ) 
5 9、 69 k D 




*1: K =リジン、 R=アルギニン、 H=ヒスチジン
*2: SHL=セリン・ヒスチジン・ロイシン
















































( 1 0 ) 
タンパク質のカルボキシル末端付
近のHAGY配列・ 2 ( 1 3 ) 
前駆体のアミノ末端に存在する Q
RPL配列・ 3 ( 1 4 ) 




B i P・6、 PD 1・7などの
小胞体内腔のタンパク質
アミノ末端のKDEL配列・ 8
( 1 1 ) 
(注)表 2中の略号など に関 し以下に補足する。
申1: 1 a m p = lysoso田e-associated.elbran protein 
的: HAGY=ヒスチジン ・アラニン・グリシン ・チロシン
本3: QRPL=グルタミン ・アlレキ.ニン・フロリン ・ロ イシン
叫: G P 1 = glycosylphosphatidylinositol 
*5 :特に極性細胞の場合GPIは、天頂面への移行憎号となる(1 6， 17)。
時: B i P = binding protein (免疫グロプリン重鎖結合タ ンパク貿)
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図 2.小胞体へのタンパク 質の残留機構
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図 3.マンノース需6-リン酸を 持つリソゾーム酵素のリソゾームへの移行





















































































1 6 0 k D糖タ ンパク 質
1 8 0 kD糖タンパク貿





( 3 0 ) 
1 9 0 k D糖タンパク質
440kD糖タンパク質
(135kDのニ量体と
9 5 k Dのニ量体から
なる四量体)
1 g G 1、 IgG2b 47kD鮪タンパク質
60kD梢タンパク質
IgG2a 65kD楠タンパク質
母性免疫グロプリンG ( F cγ 受容体)
免疫グロプリン A二量体 90kD糖タ ンパク質
























1 4. 5 k Dサプユニットを














けられた(3 2、 3 3 )。クラスリンは、三量体を単位とし、 さらにこれが結合












段階で起きることを見いだしている(3 7 )。彼らは、 リソゾーム移行型のリガ





















を調べ酸性条件 (pH5-6)で解雌することを示唆した(図 6) (38)。ま
た、 Tyckoとl1axfieldは、 pHで蛍光強度の変化する蛍光試薬で標識したデキスト
ランを使い、、デキストランをふくむ膜系(エンドソーム)の内部は、エンドサ
イトーシス後、速やかに酸性化することを見いだした(3 9 )。 リガンドと受容






らエンドサイトーシスを分類すると次の 1) -5 )になる(図 7) (23)。
1 )リガンドはリソゾームへ運ばれ、受容体は形質膜へ復帰するタイプ。低密
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図6. リガンドー受容体の結合の pH依存性








インスリンは、 p H 5. 5になると受容体から約半数が解脱することが分かる。
トランスフェリンの受容体との結合は、酸性条件下でも変化しないが、 Feイオン
はpH 5. 5以下でほぼ完全にトランスフェリンから解離することが分かる。











































追跡している(4 0、 4 1、 4 2 )。この結果はエンドソームの形態と形態変化
をよく示しているので図 8 (a----f)に模式的に紹介する。 α2-マクログロプリ
ンは、エンドサイトーシス直後は直径 150nm程度の被覆ピットあるいは被覆
小胞に存在し、その後(1 0分前後で)、 細胞の中心部に存在する直径 15 0 -
3 5 0 n mの膜小胞内に観察されるようになり、次に、ゴルジ域の直径 lμm程
度のマルチベジキュラーボディーに移行した。マルチベジキユラーボディーは、
さらにその内部に直径 50nm程度の膜小胞をふくむ膜系である。被覆をはずし
た直径 15 0 n m程度の小胞から、直径 1μm程度のマルチベジキュラーボディ
ーまでの各種の形態の膜小胞を総称して、エンドソーム(endosome)と呼んでい












(チユブロベジキユラーエンドソーム: TVE) (図 8c )の管部分に受容体が、
球内にリガンドが存在しているのが観察された。彼らは、 このエンドソームをそ
3ー0幽
の選別機能から特に CU R L (colllpart・ento! uncouping of receptor and lig 
and)と名付けている。また形質厳に復帰するトランスフェリン受容体とリソゾー
ムに移行する上皮成長因子受容体の選別がマルチベジキュラーボディー(図 8e) 




る小胞(リサイクリング小胞)となるとしている(4 4 )。 しかし同時に彼らの
グループは、ラット肝細胞のアシアロ糖タンパク質受容体が、被覆ピット、被植
f 小胞やエンドソーム以外にもトランスゴルジネットワーク(図 8g )内に移行す
ることを観察しており、受容体の復帰にトランスゴルジネットワークが関与する






の受容体(4 9、 4 8 )、 リソゾーム移行型の上皮成長因子(4 9~ 5 0 )、 ト
ランスサイトーシス型の IgA二量体受容体 (SC) (47)、あるいは細胞質




アシアロ糖タンパク質受容体で全受容体の 20 % )であり、 トランスゴルジネッ
トワーク経由の経路が、受容体の形質服までの復帰に必須の経路であるのか(4 













(0--5分)には、直径 15 0 n mの被覆 ピット(a )や、被積小胞(b )、 5 
'"- 1 5分で直径 150nm'"'-'350nmの球状(c )や球の一部から管状の構造
が突出した小胞(チュプロベジキユラーエンドソーム) (d)であった。また、
1 5分ではゴルジ域に直径約 lμmのマルチベジキュラーボディー(e )内にも
リガンドが観察された。直径350nm程度の小胞(d )やマルチベジキユラー
ボディー(e )ではその一部が管状になっているものもある。 リガンドは 15--







与する CURLは、 dの形態をとり 管部分に受容体、球部分にリガンドが存在す
る(4 4 )。またマルチベジキュラーボディー(e )にも CURL同種選別機能
があるとする説もある(4 5、 4 6 )。
受容体の形質膜への復帰については、 CURL (d)の管部分がちぎれリサイ
クリング小胞 (f )となり形質膜へ復帰するのか、 トランスゴルジネットワーク
( g )を経由 して形質膜へと復帰するのかははっきりしない(4 9、 4 7 )。
-33-
した。


















成する)で、正常値の 50-10%に抑えられることを報告している(6 1、 6 
































に分子量 56 k Dのαチュプリンと 53kDの βチュプリンの二量体が重合して

























( 3 -1 )で述べたように、 リソゾームへ移行するリガンドに関しては、すで
にこの着想の実験が試みられており、微小管の脱重合によりリガンドの分解が阻
害されることが報告されている。同時に微小管脱重合状態での受容体の形質膜へ
の復帰に 関するい くつかの知見も示されている。しかしこれらの知見は、 標識し
たリガンドの取り込み等から受容体の挙動を判断することになるため、間接的な
ものにならざるおえない。例えば、アシアロ梢タンパク賞受容体のリサイクリン
グの効率がコルヒチ ンにより抑制されることが指摘されている(6 0、 6 3 )。
これは、 コルヒチンが、 l回のアシアロ糊タンパク慣の取り込みの効率に影響を
与えないのに対し、定常的取り込みは抑えられたことから推察したものである(

















ングに関しては、 トランスゴルジネットワーク経由とする説(4 9 )と CURL
やマルチベジキュラーボディーなどのエンドソームから復帰するとしている説(


















膜近くのエ ンドソームから直媛リサイクリ ングして いると考えられる。この場合、
トランスフェリンが、 リサイクリングの過程で細胞中心部に位置するトランスゴ
ルジネットワークのような生合成の経路を通過することはないと考えられ、 トラ
ンスフェ リンリサイ クリン グ(受容体のリサイクリング)においてトランスゴル
ジネット ワーク を経由すること は必須な経路ではないと推察できた。
さらにトランスフェリンの形質膜への復帰は速度詰的解析から、正常細胞でみ









細胞は、 ヒト上皮由来の FL細胞を用いた。培饗は、 5%ウシ胎児血清を含む
イーグルMEM培地 (Nissui)で 1-. 2日培養し、実験の 2時間前に血消中のト
ランスフェリンを除くため血清不合の，MEMに交換した。
微小管の脱重合剤はノコダゾール(Aldrich)を使用した。ノコダゾールは分子
量30 1 Dの化学合成された除虫剤の誘導体で、チュプリンに結合し微小管 を脱






ノコダゾールは、 4mg/mlでジメチルスルホキ シドに溶解 し保存溶液とし
た。ノコダゾールの投与は、実験の 2時間前に終濃度 20μg/ml (60μM) 
になるように細胞培養液に加えた。他の薬剤ではコルヒチン (Siglla)、 ピンプラ
スチン(Wako)、タキソール、 ルミコルヒチン(Sigma)を.使い、各々 10μM、












( T R 1T C) (Holecular Probes)で蛍光標識した。下図のように、 TRIT 
Cは、 トランスフェリンのアミノ基と反応する。
的ChNCφ了に







反応の条件と手順は、 Ennsらの方法(6 9 )に 一部変更を加えた。 Ennsらの方





1分子当り平均 6. 0分子の TRITCが結合した槙品を得ることができた。ま
たト ランスフェリンの収率もEnnsらの方法と同程度(7 8 % )であるが、来反応
のTRITCを除く錬作が煩雑になる欠点もある。
我々のおこなった手頗を以下に述べる。ヒトトランスフェリン (GreenCross) 









でゲル海通し、 さらにセファデ ックス G-7 5 (superfine) (Phar・acia)のカ












ミノ基の結合を防ぐため、 I R P (Toyobo) 5 m gを溶解した O. 3 M霞炭椴ナ
トリウム溶液 (pH8. 1) lm1に、 4%パラホルムアルデヒドを 10μl加
え、室温で 30分間反応させた。次に、 HRPの楠鎖を酸化するため O. 0 8 M 
の過ょう索殿ナトリウム O. 5 m 1を加え室温で 30分間反応させた。未反応の
過ょう紫酸は、 O. 0 8 Mのエチレングリコール O. 5 m 1と室温、 1時間反応




溶液とヒトトランスフェリン 10mgをふくむ O. 0 1 M炭酸ナトリウム溶液(
pH9. 5) O. 5mlを混合し、室温で 2時間慣はんした。その後、 この混合
溶漉を氷冷し 2. 5 m gの水紫化ほう酸ナトリウムを加え 4・Cで2時間揖はんし、
Sichff塩基の還元をおこなった。反応溶液は、 P B S 1 1中で 4・Cで一晩、透析
した後、セファデックス G-7 5 (superfine)のカラム(直径 2cmx長さ 75 
c m )でゲル漉過し分画した。各画分の組成を SDSポリアクリルアミドゲル電





特異的結合を防ぐため、 1 %卵黄アルブミンを含む HBSS (OVA-HBSS) 
で 37・Cで 10分インキュベートした。次に、 100μg/mlの TRITC標
識トランスフェリンをふくむOVA-HBSSに外液を交換し 37 ocで 5分間イ
ンキユベートしエンドサイトーシスさせた。その後、外液を lmg/mlの非標
識トランスフェリンを含む OVA-HBSSに交換し 37 ocで各時間(0 ._， 2 5 
分)インキュベー卜した。細胞は、氷冷した HBSSで 4回洗った後、固定した。
固定は、 4%パラホルムアルデヒドをふくむ PBS中で室温、 5分間処理した後、
1 00%メタノールでー 2OOC、 5分間処理によりおとなった。試料の包埋は、





的結合を防ぐため、培養皿上の細胞を、 1 %卵黄アルブミンを含む HBSS (0 
VA-HBSS)で 37 oc、 1 0分インキユベートした。 100μg/mlのH
-42-
r 
RP額識トランスフェリンをふくむ OVA-HBSSに外液を交換し、 3 7・Cで
5分間インキュベートしエンドサイトーシスさせた。外液を lmg/mlの非棒、
識トランスフェリンを含む OVA-HBSSに交換し 7分間インキュベートした。
細胞は、氷冷した HBSSで 7回洗った後、 2. 5 %グルタルアルデヒドと 1m 
M塩化カルシウムをふくむ O. 1 Mカコジル酸緩衝漉 (pH7.2)で前固定し
た。次にジアミノベンジジン(D A B )による HRP反応〈詳しくは後述する)
の後、 1 %四酸化オスミウムをふくむ O. 1 Mカコジル酸緩衝液で後固定し、ウ
ラニルアセテートで染色し、エタノールで脱水の後、エポンに包埋した。









S緩衝液 (pH7. 4)で室温 10分間前処理し DABを細胞内に浸透させた。






スを測定した。 FL細胞は 35mm培養皿上に培養した。 HRP標識トランスフ




い、 O. 1 %ノニデット P-40 (NP-40)をふくむ HBSS1ml中で可
溶化した。細胞の可溶化液中の HRP活性は、 0.4mg/mlo-フェニレンジ
アミン (0P 0) と0.007%過酸化水素をふくむ 24. 3 m Mクエン酸ー 5
1. 4mMリン酸緩衝液 (pH5. 0) 3ml中で室温で 10分間反応させた。






した。 FL細胞は 35mm培養皿に培養した。 HRP様識トランスフェリンの非
特異的な吸着を抑えるため細胞を l%OVA-HBSSで 4・Cで 10分間インキ
ュベートし、その後、外液を 50μg/mlのHRP標識トランスフェリンをふ
くむ l%OVA-HBSSに交換しさらに 4・Cで 20分間イ ンキュベートした。
細胞に吸着しなかった HRP槙識トランスフェリンを除くため、細胞を氷冷の H






響、エ ンドソ ームの酸性化の阻害剤 (NH.Cl、モネンシン〉の彫嘗を見た実厳





ポトランスフェリン 5mgをふくむ O. 5 m 1のPBSとS9FeC13 (DuPont) 2 
o 0μC iをふくむ 150mMTRIS緩衝溶液 (pH7. 2) lmlを混合し
4・Cで30分反応させ、次に未結合のS1 Fe3・はセファデックス G-5 0 (coars e) 
( Pharmac ia)のカラム(直径 1c m x長さ 15 c m)で除去した。
Feイオンの取り込みの測定は以下の手願でおこなった。 100mm培養皿に培
養した FL細胞を OVA-HBSSで 37・Cで 10分間インキュベートした後、
外液を 15μC iのS9Fe結合トランスフェリンをふくむ OVA-HBSSに交換
し60分インキュベー卜した。外液の過剰の69Fe結合トランスフェリンを除去す
るため細胞を氷冷した HBSSで 5回洗った。 250mMショ糖と 1mMエチレ
ンジアミン四酢酸 (EDTA)をふくむ 5mMHEPES (pH7. 4)緩衝液
中で細胞を培養皿からはがしホモジナイズした。ホモジネートは、 Sibilleの万法
で各膿画分を遠心分離により分画した(7 2 )。各膜画分の遠心分離の条件は、
核(N )画分: 7 5 0 g、 1 0分、 ミトコンドリア(M)画分: 1xl0Ag、 1 
0分、軽ミトコンドリア(L )画分: 4xl04g、 7分、 ミクロソーム(P )両




体の沈降回収はPansorbin ( Hoechs t)を使った。 Pansorbinは、細胞表面に抗体と
特異的に吸着する proteinAを持つ Staphylococcusaureusの死菌体である。実験
手順は、 Stan lyらの方法によった(7 3 )。先ず、 Pansorbin中の微粒子を除くた
-45-
、ー、
め2mlのPansorbinにDET緩衝液 (0.3%NP-40、 O. 1 %ドデシル疏
酸ナトリウム、 O. 3 %デオキシコール厳ナトリウムと O. 15M極化ナトリウ
ムをふくむ 0.01MTRIS緩筒漉、 pH7. 4) 2mlを加え室温で 15分
静置した後、 1 200 gで 1分間、室温で遠心分厳し沈澱を回収した 〈以下の遠
心分雌操作はすべてこの条件でおこなった)。次に、抗体の菌体への非特異的吸
着を防ぐため、沈澱に 2m 1の lmg/mlウシ血清アルブミンをふくむDET
緩衝液 (BSA-DET)を加え沈澱を分散させた後、遠心分雌した。この操作
を2回織り返し最後に 1. 8 m 1のBSA-DET緩衝液中に分散させた。次に、
58Feをふくむ細胞質(S )画分中に存在する Pansorbinとの非特異的〈抗体を介さ
ない)吸普部分を除くため以下の撮作を行った。 S画分 2mlに20μ1のウサ
ギ血清と 1m 1のBSA-DET緩衝液を加え氷中で 30分静置した。これに前
処理したPansorbinO. 2 m 1を加え氷中で 15分静置した後、遠心上消を分取し
た。この遠心上消に前処理したPansorbinを加え同様の操作 を繰り返した。得られ
た上清1. 7 m 1に55mg/mlの抗フェリチン抗体を 10μ1加え、氷中で
6 0分静霞した後、前処理したPansorbinO. 1皿 Lを加えさらに 60分静置 した。
遠心掛作により得た沈澱をさらに BSA-DET緩衝液O. 5 m 1で3回、 DE 








α2-マクログロプリンの TRITC標識は、 Pasta nらの方法によった(4 0 )。
ウシ血清 α2-マクログロプリン(Boehringer) 1. 5 m gとTRITC180μ
gをO. 5 M炭酸ナトリウム綴箭液 (pH9. 5) O. 15ml中で、 4・Cで 1
8時間撹はんし反応させた。未反応の蛍光試薬を除くため、 PBS中で一夜透析
-46-
した後、セファデックス G-50(coarse) (Pharucia)のカラム(直径 1c m 
x長さ 25 c m)でゲル遁過 した。
αトマクログロプリンの細胞内分布の蛍光試料は、 トランスフェリンの場合と
問機の手顛で作成した。カバーグラス上の細胞を l%OVA-HBSS中で 37 
・Cで 10分間インキュベートし非特異的吸着を抑えた後、外漉を 100μg/m
lTRITC穣識 α2-マクログロプリンをふくむ l%OVA-HBSSに交換し
3 7・Cで 5分間エンドサイトーシスさせた。その後 lmg/mlの非標識α2ーマ
クログロプリンをふくむOVA-HBSS中で 37 .Cで各時間チェイスした。試
料は、 4%パラホルムアルデヒドをふくむPBS中で室温で 5分処理し、さらに
r 100 %メタノール中でー 20・Cで 5分処理し固定した後、 PBS-GLOHに
包埋し観察した。
次に、 α2-マクログロプリン受容体のリサイクリングを調べるため、 TRIT 
C標識α2-マクログロプリンを定常的に取り込ませ蛍光の細胞内への蓄積を観察
した。細胞は l%OVA-HBSSで37 oCで 10分間インキュベートした後、
外液を 100μg/mlTRITC標識 α2ー マクログロプリンをふくむ l%OV




た(5 8 )。カバーグラス上に培養した細胞を、 O.5%Tween20をふく
む微小管安定化緩衝液 (100mMPIPES-lmM温化マグネシウムー 2.
5mMGTP-4%ポリエチレングリコール、 pH7.0)に37 oC、 5分間イ
ンキュベートして 細胞膜を可溶化 した後、安定化緩衝液で 2度洗い、 1 00%メ
タノールでー 20・C、 5分間で固定した。抗体の非特異的吸着を防ぐため PBS
で2倍に希釈したヤギ血清 (GS-PBS)で 37 oC、 3 0分インキュベートし
た。一次抗体は、ウサギ抗ラットチュプリン抗血消(Advans)をGS-PBSで
1 0倍希釈して使用し、 3 7 oC、 1時間反応させた。 過剰の一次抗体を除くため、
試料を室温の PBS中で 2分間ゆるやかに撹はんして細胞を洗浄した。この洗浄
-47-
を計 4回繰り返 した後、 二次抗体を結合させた。二次抗体はローダミン穣識ヤギ







ため C6-N B Dセラミドによりゴルジ装置を蛍光染色した。 Paganoらによると C
6-N B Dセラ ミドを含むリポソームを細胞とインキユベーションすると、 C 6-N 
BDセラ ミ ドは、始めリポソームから形質麟へ移行し、時間とともにゴルジ装置
に蓄積する(7 5 )。この C6-N B Dセラミドの移行と蓄積の機構は、今のとこ
ろはっきりしていない。 Paganoは、 リポソームから形質膜の脂質2重層の外葉に
移行したC6-N B Dセラ ミ ドは、セラミドの脂肪鎖の一本が短いことにより容易
にflip-flopするため脂質2重層の内葉に移動し、 ここで脂質移行タンパク質(1 
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Plasma membrane Golgl 
ゴルジ装置の染色は、 C 6-N B Dセラミドを使いvanMeerらの方法によりおこ
-48-
f、
なった (7 7 )。カバーグラス上に培養した細胞を、 20%の C6-N B Dセラ ミ
ド (HolecularProbes)をふくむ lmM卵黄フコtスファチジルコリンのリポソー
























(¥， 6 0分程その後、約 20分まで直線的に増加し、ランスフェリンの取り込みは、?・、
HRP標識トランスフェリンの取り込みが度で定常状態に遣した(図 9の0)。
120 90 60 30 
HR トランスフェリン受容体による特異的取り込みであることを確かめるため、








液に HRP標識トランスフェリンを加え 37 .Cでの定常的取り込み量を測定した。ノコダゾールで処理した細胞のHRP様識トランスフェリンの取り込みている。
OPDの発色で得られた相HRP活性は、縦軸:細胞が取り込んだ HRP活性。(i 2 0分まで直線的に増加正常の FL細胞とほぼ問機のタイムコースをとり、は、r、
H 機軸:対量を細胞タンパク興 1m g当りの活性量に換算した備を示している。取り込ノコダゾール処理細胞では、その後定常状態に遼した(図 9の・ 〉。し、
RP標識トランスフェリンを細胞に与えた時間。定常状態(6 0分以降)での量 ともにコントロールと比べ若干低いみの初速度、
それ以2 0分まで取り込みは直線的におきるが、正常の FL細胞 (0)では、定常状態 (60--120分)で初速度はコントロール細胞の 88%、{直をとり、
ノコダゾール処理した FL制胞(・ )では 2降30----60分で定常状態となる。の取り込み量は 91 %でともに 10 %程度の減少を示している。
取6 0分で取り込みは定常状思に遣する。0分程度直線的に取り込み量は増え、での細胞に取り込んだ HRP棒、識トランスフェリ定常状照 (60--120分)
ともにノコダゾール定常状態での量 (60----120分の平均)り込みの初速度、1 ノコダゾール処理細胞でO.162、コントロール細胞で O.ンの活性量は、
HRP 様、識トランスフムでは、細胞ではコントロールの 90%程度に減少した。この量からー細胞当り取り込んだ HR P t意識トラ4 8 Abs .min-I .mg-Iであ った。













insetは、各細胞の定常状態での取り込み量(コントロール細胞: O. 1 6 2 




















フェリンを含む外液で 37 ocで 7分間、 2 5分間インキュベーションし、各時間
の蛍光の分布を正常の FL細胞とノコダゾール処理した FL細胞で比較した。そ
の結果を図 10に示す。正常の FL細胞では、 5分間ローダミン標識トランスフ
ェリンを与えた直後の蛍光分布は、頼粒状の蛍光が細胞一面に分布した(図 10 
a )。ローダミン様識トランスフェリンを 37 ocで 5分間与え、続いて非標識ト
ランスフェリンで 7分間チェイスした細胞では、蛍光頼粒は核近傍の領戚に集合
し、蛍光のクラスターが観察されるようになり、細胞一面へ分布するものは少な
くなった(図 10 b )。非穣識トランスフェリンで 25分間チェイスした細胞で
は、蛍光は、ほとんど細胞内に観察されなくなった(図 10 c )。
次に、 トランスフェリンをふくむエンドソームの核近傍への集合と微小管の関
連を調べるため、 2 0μg/mlのノコダゾールで処理した FL細胞で問機のタ























FL細胞にローダミン棒、識トランスフェリン(1 0 0μg / m 1 )を 5分間与
え(a、 d )、その後、非標識トランスフェリンで 7分間(b、 e )、 2 5分(
c、 f )チェイスした。 a、 b、 cはコントロールの FL細胞。 d、 e、 fはノ
コダゾール(2 0μg /m 1 )で処理した FL細胞。 a: コントロール細胞の 5
分のローダミン標識トランスフェリンの蛍光は、'j1粒状にが細胞一面に分布する。
b: 1 2分(5分パルス+7分チェイス)では、願粒状の蛍光は、核付近に集ま
り蛍光クラスターを形成する。 C: 3 0分(5分パルス+2 5分チェイス)にな
ると細胞内から蛍光は消失する。 d: ノコダゾール処理細胞の 5分では、蛍光願
粒が細胞境界部分に分布する。 e: 1 2分でも 5分の分布パターンは変わらない































子顕微鏡観察をお こなった。細胞外液に、 HRP穣識 トランスフェリン加え、 3 
7・Cで 5分間インキユベートした後、過剰量の非標識トランスフェリンで 7分間




DABにより染色される膜系は、直径 100.......200nmの球状小胞、幅 50. 




キュラーボディー: M V B)が観察された。また外脱の一部が管状にな っている
小胞(チュプロベジキュラーエンドソーム: T V E)も観察された(図 12 a )。
ノコダゾールで処理した細胞でも、直径 10 0 .2 0 0 nmの球状、 管状小胞、
直径約 500球形の小胞、管状構造を持つMVBが観察された(図 12 b )。エ
ンドソームの分布については、 5 0 0 n m程度の小胞が形質勝直下にみられるこ
ともあった(図 12 b )。またしばしば隣接する細胞との境界の形質膜直下に球
形エンドソームが並んでいるのが観察 された。これらの大半(約 90 % )は直後





ンドソームが観察された。これらのエンドソームの形態は、 500 n m程度のM




微小管に密着しているのが観察された(図 13 a )。ノコダゾール処理細胞では、
核付近にはDAB陽性の麟系はほとんど観察されなかった。ノコダゾール処理細
胞では、ゴルジ装置がちぎれ分散していた。この分散したゴルジ装置の近くに 5







べるため、ゴルジ装置の蛍光染色を行った。 C6-N B Dセラミドによりゴルジ装
置を染色すると、コントロールでは、ゴルジ装置は核近傍に 1個観察される(図
1 4 a )のに対し、ノコダゾール処理した細胞では、分散したゴルジ装置が細胞
質一面に分布していた(図 14 b )。ノコダゾール処理の蛍光穣識トランスフェ
リンの分布は、細胞辺縁部に強くゴルジ装置の分散のパターンとは異なった。
ところでチュープリンの重合安定効果のあるタキソールもゴルジ装置を分散さ
せた(図 14 c )。タキソールによるゴルジ装置の分散の程度は、ノコダゾール
より低〈、数個の塊で細胞内に分散した。
次に、蛍光抗体法により微小管を染色するとコントロール細胞では、微小管は、
核付近から飲射状に伸びている(図 15 a )。ノコダゾール処理では微小管は完
全に破地されている(図 15 b )。タキソール処理では微小管は敏射状のパター






HRP榎識トランスフェリン(1 0 0μg /m 1 )を 5分パルスで細胞に与え
7分チェイスした。 HRP棟識トランスフェリンをふくむ腕系は、 DABにより
黒く染色される。
コントロール細胞(a )では、形質腺直下のエンドソームは、 1 0 0 n m程度













コントロール細胞(a )では、ゴルジ域の 50 0 n mのマルチベジキュラーボ
ディー(arrowhead)や、 1 0 0 n m程度の球形ベジクル(arrowhead)が、 DA 
Bで染色された。また管状、ダンベル状のベジクル (arrow)が、微小管に密着し
ているのが観察できる。ノコダゾール処理細胞(b )では、 核付近 には、 D AB 
陽性の臓構造は観察されない。分散したゴルジ装置 (arrowhead)が細胞質に観察
されその周辺に 50 n m程度のトランスフェリンを含むベジクルが観察される。





























る(7 8、 7 2 )。また、 トランスフェリンはリソゾーム移行型のリガンドと同
一の徴覆ピットから取り込まれ細胞内で験分裂により選別される(7 9、 8 0 )。
( 2 -1 )ではノコダゾール処理による Feイオンの取り込みに対する影響を調べ







ノコダゾール処理した細胞に 37 oCで、 6 0分間あたえ、細胞をホモジナイズ後、
細胞の麟系を遠心分画しそれぞれの画分への59Fe3・の分布を調べた(図 16 )。
1 0 7細胞当り取り込んだら 9Feの量は、 コントロール細胞で O.82x 105cp
m、 ノコダゾール処理細胞で 1. 12x106cpmだった。 トランスフェリンに
より取り込まれた Feイオンは、主にミトコンドリアを含む画分 (M、 L )と細胞
質画分(s )に分布することがラット肝実質細胞で報告されている(7 2 )。図
1 6に見られるように、 FL細胞においてもコントロールの細胞(図 16の口)
で、取り込まれた G9Fe3・は、 M画分に 29. 9 %、 L画分に 16. 5 %、 S画分
に3 1. 2 %存在し、全G9 Fe3・の 77. 696がM、 L、 Sの 3画分に分布した。
ノコダゾールで処理した細胞での59Fe3'の分布(図 16の ・)は、 M画分に 32. 
























59Fe結合トランスフェリン 15μCiを37 oCで 1時間細胞に与えた後、迎心
分画により各膜画分(N、 M、 L、 p )と細胞質画分(S )を得た。コントロ ー
ル細胞(口)、ノコダゾール処理細胞(・)。
縦軸:各細胞(1 0 7当り)の取り込んだ全S9Fe量(コントロール細胞: O. 8 2 



























2 -2. 蛍光標議 α2-マクログロプリンの細胞内分布(トランスフェリンと α2-
マクログロプリンの選別、 αトマクログロプリンとその受容体の選別)
受容体媒介エンドサイトーシスでは、 目的地の異なる傾数のリガンドが同一の











の消失も観察されなかった(図 17 e、 g、 i )。
正常の細胞では αトマクログロプリンの受容体も細胞内で α2-マク ログロブリ
ンと選別され形質麟へとリサイクリングする(2 9 )。ノコダゾール処理細胞で
α2-マクログロプリン受容体がリサイクリングしているなら、 外液に定常的にロ











の細胞内移行を調べた。細胞にローダミン標識α2-マクログロプリン(1 0 0μ 
g /m 1 )を与えその後の細胞内分布を見た。左側(a、 c、 e、 g、 i )は蛍
光像、右側(b、 d、 f、 h、 j )は同じ焦点深度での位相差像。コ ントロール
の細胞では、 5分の蛍光パターンは細胞質に頼粒状に分布している (a)o 10 
分で蛍光は、核付近に集ま ってくる(c )。ノコダゾール処壇細胞では、 1 0分
で蛍光願粒は、周辺部に分布し(e )、その後、蛍光の集合や消失は観察されず、






ル処理細胞の外液にローダミン標識 αトマクログロプリン(1 0 0μg /m 1 ) 




















細胞外液にHRP標識トランスフェリンを加え 4・Cで 20分間イン キュベートし
わ た後、 37 ocに昇温してエ ンドサイトーシスを 開始させ、その後の細胞のHRP
活性と、外液に放出したHRP活性を測定した。図 19に見られるように正常の
FL細胞での放出は、ほぼー相性のタイムコースをとり、 1 2分で 50%、 3 0 
分で 80%のHRP標識トランスフェリンが細胞外へ放出された(図 19上図)。
ノコダゾールで処理した FL細胞で、同様のタイムコースを測定した。放出の
タイムコースは、 コン トロ ールの細胞とほぼ同様の結果が得られ、ハーフタイム






















。。 10 20 30 
Time .(min.) 
図 19. H R P標識トランスフェリンの放出
細胞表面の受容体に 40CでHRP標識 トランスフェリンを結合させ 37・Cに界
温しエンドサイトーシスを開始させ、それ以降各時間でのトランスフェリンの細
胞外政出を測定した。縦軸:H R P穣識 トランスフェリンの相対量。各時間の外



















実験温度を 15 -3 7・Cで変化させ HR Pt思議トラ ンスフェリンの放出次に、
100 
ポ







? ? ? ? ?






















25-1 5kcal/mol、3 7 '"2 5 ocで 5.活性化エネルギーの備は、
速度定数が同じであることから、(図 21 )。5・Cで 29kcal/molだった
HRP穣識ト ランスフェリンの放出の温度依存性図 2O. コントロールとノコダゾール処理細胞で同じ値でこの活性化エネルギーの値も、
1 5 -3 7 ocの各温度で測定した。図 11と同様のトランスフェリンの放出を、ある。
縦軸:各時間の細胞に存在する HRP量の対数値(図 19の・の対数値 )。
図 19と同様 370Cに昇温後の時問。横軸:
1 5・C。e 2 0・C、d: 2 5・C、C 3 0・C、b: 3 7・C、a: 
ノコダゾール処理細胞(・ )。コントロール (0)、
ノコダゾール処理細胞で放出のタイムコースに差はみら





HRP標識トランスフェリンの放出と pH依存性3 -3. 
T (OC) 
30 25 20 次にトランスフェリンの放出に対するエンドソームの酸性化の阻害剤である N15 37 





モネンシンのN H 4C 1の場合はコントロールの 27%に、リンの放出の速度は、
さらにノコダゾール存在下では酸性化阻害剤処理のみ
の場合よりさらに 20----30%遅くなった。




3.5 3.2 3.3 3.4 
( 1 IT)x 103 (K-1) 
r、}速度定数のArrheniusプロット図21. 
ヘ
の対数と絶対温度(T )の逆数の関係を図 20で得た各温度の速度定数(k ) 
グラフの傾きから律速段階の活性化次のArrheniusの式によれば、フ.ロットした。
エネルギー(E )が計算できる。







2 5 .C以下で 29kcal/molであった。




温度(OC ) 1 5 2 0 2 5 3 0 3 7 
表 5.
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0 モネンシンN H 4C 1 コントロール90 60 
Time (min.) 
30 
9 6 O. 4 1. 2 5. コントロール
7 6 O. 。1. 2 5. ノコダゾール
単位は mi n-I。1 0 2倍の値。事表の速度定数は、n HRP標識トランスフェリンの放出の pH依存性図 22. f、
測定は 37 ocでおこなっている。これらのトランスフェリ ン放出に 及ぼす NH 4 C 1とモネンシンの彫揮 を見た。
薬剤はエ ンドソームやリソゾームな どの細胞内の酸性の膜器官内の pHを中性化
実験は 37・Cでモネンシンは 10μMで使用した。N H. C 1は lOmM、する。
おこなっている。
ノコダゾール処理細胞(・ )。コントロール細胞 (0)、










格の一つである微小管が鮪送に関与することが示峻されている(6 0、 6 1、 6 
2、 6 3、 6 4、 6 6 )。我々は、微小管脱重合剤であるノコダゾールを使い、
エンドソームの鮪送過程に揺動を与えることで、 トランスフェリンの形質厳への
復帰に必須な細胞内過程を明らかにすることを試みた。本考察では、先ず C1 ) 
で、我々が使用した FL細胞におけるトランスフェリンエンドサイトーシスの特
徴を他の細胞と比較を行う。 C2 )では、ノコダゾール処理により微小管を破損






3 1細胞、 Hela細胞などの培養細胞が使われる。我々は、 これらの細胞と比
較してエンドサイトー シスした蛍光標識トランスフェリンの核近傍への集合が同
調して起きる細胞として FL細胞を選択した。蛍光標識トランスフェリンの核付
近の集合は、他の細胞(A 4 3 1細胞、 He 1 a細胞(S 3椋)、 KB細胞)で




(図 9)。一方、 トランスフェリンの 1回のエンドサイトーシスにおいて、受容





ンスフェリン受容体は細胞全体の受容体の一部であるためである。 He 1 a細胞
では、全トランスフェリン受容体の 80%が細胞内に存在することが報告されて











エンドサイトーシスが主な経路であるため(6 7 )、 トランスフェリン受容体は、
多数の組織細胞(2 1 )や継代可能な培養細胞で発現していることが報告されて
いる (85)01細胞 当りの トランスフェリン受容体の分子数は細胞によりかな
り差がみられるが、 ( F L細胞との比較のためその数を挙げておくと)、マウス
の腿痴細胞由来の培養細胞では 5x 1 0 3分子であるが、 ヒト網状赤血球由来の K
562細胞では 4x 1 0 s分子に達する(8 6、 8 7 )。
次に、 FL細胞にエンドサイトーシスされたトランスフェリンの放出は、ー相
性の指数関数的におき、その速度定数は 37 ocで 0.052min"'、 放出のハ
ーフタイムは 12分だった(図 19、図 20)。これは、過去に報告されている
K562細胞の 5分、 A4 3 1細胞の 7. 5分より長く、 HepG2細胞の 16 






したように、 ( a )取り込みとエン ドソーム形成、 ( b )エンドソームの鯖送、
( c )エンドソーム内の酸性化とFeイオンのトランスフェリンからの遊雌と細胞







階 (a-e)について 検討する。(2 -1 )では(a )の段階の取り込みおよび
エンドソームの形成と形般に関し、 ( 2 -2 )でトランスフェリンの細胞内分布
をもとに、 ( b )のエンドソームの輸送に関し検討する。(2 -3 )では、 トラ
ンスフェリンのエンドサイトーシスの機能である(c )の段階のFeイオンの取り
込みについて、 ( 2 -4 )では、 ( d )のエンドソームにおけるリガンド問、 リ
ガンドー受容体問の選別の機能面に関し、 ( 2 -5 )では、 トランスフェリンの
















は受容体数の減少に起因すると考えられる。 トランスフェリン受容体数は、 HR 
P標識トランスフェリンの蓄積量から概算すると、 l細胞当りコントロール細胞
の 5. 6 x 1 0・分子に対しノコダゾール処理細胞で 5. lxl0 ・分子であった。
取り込みを絶対量からみた場合その初速度はノコダゾールで彫留を受けるが、



















と変わらなかった(6 0、 6 4 )。これは、表面の受容体数の直接測定でないた
め幾分間接的な証拠ではあるというものの、表面に存在する受容体数に変動はな
いと考えられる。 一方、アシアロ鮪タンパク質に関しては、 3 0分程度の薬剤処
理で細胞表面の受容体数をリガンドの吸着量から直接測定した結果、受容体数は





長さ 10 0 n m幅 50nmの管状小胞、直径 500nm程度の管状部分を持つチ
ユプロベジキュラーエンドソームやマルチベジキュラーボディーが観察された(
図 12 a )。従来の報告によれば、小型の小球がエンドサイトーシス直後に観察
され、その後チュブロベ ジキュラーエンドソームやマルチベジキユラーボディー
が観察される(4 5、 4 6、 4 9 )。ごの傾向はトランスフェリン以外にもリソ















処理細胞においては、形質麟直下のエンドソームの大半(約 90 % )が、小型の














チベジキュラーボディーや球状、 あるいは管状構造をとった(図 13 a )。 一方、
ノコダゾール処理細胞の電子顕微鏡観察でも、蛍光観察に対応する結果が得られ
エンドソームは、核付近の領域には観察されず細胞の辺縁部(形質隙直下)に分
布しているパターンが得られた(図 12 c ) 0 lIopkinsは、 A 4 3 1細胞でトラン
スフェリン受容体の形質政上での分布を調べ、受容体の取り込みがおきる(被担
ピットの)領域が主に細胞の辺縁部に分布することを報告している(8 8 )。彼
















が微小管により維持されていることや(8 9 )、 リソゾームの核近傍の分布や管
状の形態に微小管が必要であることが報告されている(9 0 )。またゴルジ体の
l語板構造の維持にも微小管が必要であることが報告されている(7 4 )。我々も









ジ装置は細胞質中に一様に分布し(図 14 b )、一方、エンドソームは細胞辺縁

















2 -3. ノコダゾール処理 FL細胞におけるFeイオンの取り込み
トランスフェリンに結合したFeイオンは、酸性条件下 (pH5.5-6)でト
ランスフェリンと解脱し(3 8、 9 1 )、その後細胞質へ移行し酵紫のへムとし
てFeイオンを必要とするミトコンドリアや、細胞質の鉄結合タンパク質であるフ
ェリチンへ移行する(7 8、 7 2 ) 0 Feイオンの細胞質への移行の起きる脱系に
関しては、細胞内のFeイオンがリソゾームを含む隙系に移行しないことが密度勾
配遠心による細胞分画で確認され(9 2、 9 3 )、 またエンドソームとリソゾー
ムの融合を阻害する温度でもFeイオンの細胞質への移行が観察されることから(
7 2 )、 リソゾーム以前の段階(エンドソームの段階)でFeイオンの脱透過が起
きると考えられる。
ノコダゾール処理した細胞に取り込まれたFeイオンの細胞の各麟薗分への分布
は、主にミトコンドリアを含む画分 (M、 L )と細胞質画分(s )に分布し、 こ



















が、 Bakkerenらは、単献したエンドソームからのFeイオンの放出を invi troで測
定し、形成から 2"'-3分後のエンドソームでもすでに Feイオンの膜透過が可能で





内部の pHを測定している(9 5、 9 6 )。その結果によれば、エンドソームの












ンドであるアシアロ鯖タンパク質(8 0 )、上皮成長因子(7 9、97)、 イン





ベジキュラーボディーが観察された(図 12 )。しかし、 その選別の機能は形態














の結果からはできない。 Wolkoffらは、 コルヒチンとサイトカラシン Bで処理した
細胞でアシアロ糖タンパク貿とその受容体の解脱は起きるが、選}jIJ (別々の願系






































ルジネットワーク内に移行することを報告している(4 8、 4 9 )。ところで、
新生の分泌タンパク貨は 20・C以下で分泌が止まり、 トランスゴルジネットワー



























2 5・C前後で敏出速度の急設な低下がみられたが、 1 5・c-3 7・Cの全温度範囲












持ち、 2 5・Cを転移点とし、それ以下では 29kcal/molであることが分
かった。 IacopettaとMorganは、ウサギ赤血球芽細胞での、細胞内トランスフェリ
ンの交換速度の速度定数から活性化エネルギーを出している(9 9 )。それによ














ており(2 9、 8 1 )、取り込みの段階はリサイクリングの律速段階ではないで
あろう。
エンドソーム内部の酸性化の段階に関しては、 SipeとKurphyは蛍光線議したト





い。エンドソームの酸性化を律速段階とした場合、 2 5 .C以下でリサイクリング
速度の低下の原因に、エンドソームのプロトンATPアーゼの活性低下が考えら
れる。図 22で見られたように酸性化の限害剤である NH 4 C 1やモネンシンは、
確かにリサイクリングの速度を著しく低下させた。速度定数の値は、 NH. C 1で






















































存的な経路 Iが存在しており、ノコダゾール(N z )処理により通常経路 Hが阻
害され、その結果、取り込まれたトランスフェリンはすべて経路 Hを経由してリ
サイクリングするものと考える。





1 0分程度で集合した(図 10 ) 0 Luby-Phelipsらは、細胞にマイクロインジェ
クションした粒子の運動から、直径 26 n m以上の粒子は細胞質中を単純拡散だ










動かないと考えられ(1 0 4 )、 リサイクリング小胞の形質臨までの鮪送に関し
でも何等かの積極的な給送機構が存在していると思われる。 OeBrabanderらは、
トランスフェリン受容体に金コロイドで標識した抗体を結合させ、その細胞内運






って給送するモータータンパク慣としてキネシンと細胞質ダイニン (MAP1 C) 
が単雌されている(1 0 6、 107、 1 0 8 )。微小管は、チュプリンの重合に
よる伸長速度が両綿で違い、伸長の速い鈎が+端、遅い摘がー蛸と呼ばれる(5 
7 )。キネシンは、微小管の一端から+端に向かい膜小胞を愉送し、細胞質ダイ





M T 0 C)側に一端、細胞の辺縁部に+端を向けて放射状に配列している(1 1 
1 )。そこで、キネシンは、細胞の中心部から辺縁部へ、細胞質ダイニンは、辺
縁部から中心部への鮪送に関与していると思われる。これらのモータータンパク
質は、軸索以外にも、副腎髄質細胞(1 1 2 )、ニワトリの旺繊維芽細胞(1 1 
3 )、ウニの卵細胞(1 1 4 )で存在することが知られている。特にニワトリの
怪繊維芽細胞では、細胞質ダイニンが腹小胞を運搬することがinvitroで観察さ















スゴルジネットワークの通過に関して二つの仮説がある(4 7、 4 9、 5 2 )。
WillinghamとPastanは、エンドサイトーシスされたトランスフェリンは、エンド
ソーム→トランスゴルジネットワーク→形質服、 と迎統的に移行すると考えてい




































トランスフェリンの形質蹟への復帰が段階的な復帰(図 24 b )であれば、 C 
URLの段階までトランスフェリンが移行すれば、形質醸への復帰が可能になる。
正常細胞において、 CURL様のエンドソーム(チュプロベジキュラーエンドソ
ーム)は形質麟の近くにも観察され(図 12、 4 5 )、正常の細胞においてもノ
コダゾール処理細胞で観察されたトランスフェリンの復帰(図 23の Iの経路)
のような比較的形質膜付近からの復帰が存在する可能性がある。 Hopkinsによると、
A 4 3 1細胞ではトランスフェリンの核近傍への集合が観察されるものの、 この
ためには長時間(3 7 ocで 30分程度)トランスフェリンを取り込ませる必要が
あった(4 5 )。彼は A4 3 1細胞におけるトランスフェリンリサイクリングの
ハーフタイムは 7. 5分(4 6 )であり、さらに電子顕微鏡観察からエンドサイ
トーシス後 5'"'-'10分のトランスフェリン受容体は形質瞭近くのエンドソームに















示すものは蛍光観察結果(図 10 )のみであり、 その正確な蛍は不明である。
我々は、正常の細胞には、 リサイクリングの経路として生理的に等価の 2経路、
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